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Resumo 
                                                   XXII
A cisplatina é um agente quimioterápico que causa disfunção renal severa. O 
receptor B1 de cininas tem sido associado a modulação de células do sistema 
imune ao tecido lesionado e também tem sido relacionado a inflamação renal. 
Para testarmos e verificarmos o papel do receptor B1 de cininas no modelo de 
lesão renal aguda induzida por cisplatina, nós usamos animais nocautes para o 
gene do receptor B1 de cininas e também utilizamos tratamento com o antagonista 
desse receptor e dois momentos distintos, antes e depois da aplicação da 
cisplatina. A administração desse fármaco elevou consideravelmente os níveis 
séricos de creatinina e uréia, aumento da regulação da expressão gênica do 
receptor B1, aumento de citocinas pró inflamatórias como também aumento do 
número de células do sistema imune. Os animais nocautes apresentaram 
creatinina e uréia sérica reduzidas, menor apoptose, e uma diminuição da 
regulação de componentes inflamatórios induzidos pela cisplatina. Alem disso o 
tratamento precoce com o antagonista do receptor B1 foi capaz de diminuir os 
níveis séricos de creatinina e uréia após a exposição a cisplatina. Por isso nós 
propomos que as cininas tem um importante papel na lesão renal aguda induzida 
por cisplatina, prejudicando  migração de células do sistema imune para o tecido 
renal durante a nefrotoxicidade da cisplatina. 
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Abstract 
                                                   XXIV
Cisplatin is a chemotherapeutic agent that causes severe renal dysfunction. The 
kinin B1 receptor has been associated with modulation of immune cells to the 
injured tissue as well as renal inflammation. To test for a role of the kinin B1 
receptor in cisplatin-induced acute kidney injury, we use knockout mice for kinin B1 
receptor gene and treatment with its antagonist in two different moments, before 
and after cisplatin administration. Cisplatin injection led to higher levels of serum 
creatinine and blood urea, up-regulation of B1 receptor mRNA, increase of pro-
inflammatory cytokines as well increment of immune cells number. Knockout mice 
for B1 receptor gene presented reduced serum creatinine and blood urea levels, 
diminished apoptosis, and decreased cisplatin up-regulation of inflammatory 
components. Moreover the B1 receptor antagonist treatment before the cisplatin 
administration is able to diminish the serum creatinine and blood urea levels. Thus, 
we propose that kinins have an important role in cisplatin-induced acute kidney 
injury, impairing the immune cells migration to renal tissue during cisplatin 
nephrotoxicity. 
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   1.1 Lesão Renal Aguda 
 
A lesão renal aguda (LRA) pode ser definida como um declínio abrupto da 
função renal caracterizada por uma diminuição da filtração glomerular, o que 
resulta na retenção de uréia nitrogenada e de creatinina no sangue. Em alguns 
casos ocorre diminuição da diurese, uma perda súbita da função renal por um 
período de horas a dias o que causa uma deterioração no órgão, resultando na 
falha do rim para excretar resíduos nitrogenados e manter a homeostase de 
fluidos e eletrólitos (Thadhani, Pascual et al., 1996).  
Essa patologia apresenta altas taxas de mortalidade e chega a atingir 70% 
dos pacientes criticamente doentes, cerca de 4-5% dos pacientes internados em 
unidades de terapia intensiva recebem tratamento para LRA. (Wen, Murugan et 
al.)  
A cisplatina é uma droga antineoplástica usada no tratamento de diversos 
tipos de cânceres, incluindo, cabeça, pescoço, pulmão, testículos, ovários e seios. 
Por ser uma fármaco altamente tóxico provoca ototoxicidade, gastrotoxicidade, 
hepatotoxicidade, neurotoxicidade, mielosupressão e reações alérgicas, mas o 
principal efeito colateral dependente da dose é a nefrotoxicidade, onde 20-30% 
dos pacientes que são tratados com essa droga chegam a um caso de lesão renal 
aguda (Miller, Tadagavadi et al.). 
A atividade antitumoral da cisplatina é atribuída à ligação ao DNA, com 
formação de aductos, originando ligações intra e intercadeias que induzem 
alterações estruturais gerando assim o seu efeito citotóxico. Estes mecanismos 
foram intensivamente investigados levando a cisplatina a ser reconhecida como 
droga para o tratamento de câncer já em 1973 (Trimmer e Essigmann, 1999; 
Fuertes, Castilla et al., 2003).  
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Figura 1. Estrutura química da cisplatina. 
 
 Há vários mecanismos que contribuem para a disfunção renal após a 
exposição à cisplatina: toxicidade tubular direta induzindo apoptose e necrose 
(Arany e Safirstein, 2003), fatores vasculares (Luke, Vadiei et al., 1992; Winston e 
Safirstein, 1985) e inflamação (Ramesh e Reeves, 2002; Ramesh e Reeves 2003). 
Estudos recentes sugerem que similar à isquemia e reperfusão, a lesão por 
cisplatina pode causar disfunção na célula endotelial e infiltração de neutrófilos, 
que frequentemente levam a liberação de citocinas/quimiocinas (Okusa, 2002; 
Ramesh e Reeves, 2002; Ramesh e Reeves, 2003). Além disso, a infiltração de 
leucócitos circulantes desencadeados pela secreção local de citocinas/quimiocinas 
como o TNF-α e RANTES, podem contribuir para a iniciação e progressão da 
doença renal (Ramesh e Reeves, 2002; Ramesh e Reeves 2003).  
Os mecanismos da nefrotoxicidade induzida pela cisplatina são complexos 
e envolvem estresse oxidativo, apoptose, inflamação e fibrinogênese. Altas 
concentrações desse fármaco induzem necrose nas células do túbulo proximal, 
onde concentrações mais baixas induzem apoptose por uma via dependente de 
caspase-9 (Lieberthal, Triaca et al., 1996). 
A cisplatina induz uma série de mudanças inflamatórias que medeiam a 
lesão renal. Novas evidências indicam que a inflamação tem um papel importante 
na patogênese da lesão renal aguda induzida pela cisplatina. Essa droga aumenta 
a degradação de IκB numa maneira tempo-depedente e aumenta a atividade de 
ligação do fator nuclear-κB (NF-κB). Esses eventos levam a um aumento na 
expressão de TNF-α. Outras citocinas, como transcribing growth factor β (TGF-β), 
monocyte chemoattractant protein (MCP-1), molécula de adesão intracelular 
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(ICAM), hemeoxigenase-1 (HO-1), receptor 1 de TNF (TNFR1), receptor 2 de TNF 
(TNFR2), também estão aumentadas nos rins de animais tratados com cisplatina 
(Ramesh e Reeves, 2004). O TNF-α tem um papel central em mediar a lesão renal  
induzindo apoptose, produzindo espécies reativas de oxigênio e coordenando a 
ativação de uma grande rede de quimiocinas e citocinas nos rins (Ramesh e 
Reeves, 2002). Camundongos nocautes para TNF-α são protegidos contra a 
nefrotoxicidade induzida pela cisplatina (Ramesh e Reeves, 2003).   
 
 
Figura 2. Vias principais da lesão renal aguda induzida pela cisplatina. 
Figura retirada de “Cisplatin Nephrotoxicity: A Review” de Am J Med Sci, v.334, n.2, Aug, 
p.115-24. 2007.  
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Hipóxia e disfunção mitocondrial estão envolvidas na nefrotoxicidade da 
cisplatina. As mudanças patológicas ocorrem principalmente nos túbulos proximais 
e esse local dos rins é mais suscetível a insultos isquêmicos, e lesões nesse 
segmento ocorrem em outros modelos de lesão renal aguda (Winston e Safirstein, 
1985). 
HIF-1 é um fator de transcrição que medeia respostas celulares a hipóxia, 
incluindo angiogênese, eritropoiese e adaptações glicolíticas. Os animais nocautes 
para o gene HIF-1, tiveram maior suscetibilidade a lesão renal aguda induzida pela 
cisplatina mediada pela apoptose que está associada com aumento da liberação 
de citocromo c, perda do potencial da membrana mitocondrial e aumento da 
atividade da caspase 9 (Tanaka, Kojima et al., 2005).  
A apoptose é reconhecida como um importante modo de morte celular em 
estados normais e patológicos. Caspase 1, 8 e 9 são caspases iniciadoras que 
ativam caspase 3, que é a principal caspase executora da apoptose nos túbulos 
renais. Esse processo pode ocorrer tanto por via intracelular dependente da via 
mitocondrial, quanto via extracelular dependente de um receptor de superfície. 
Estresse oxidativo e fragmentos do DNA iniciam a via mitocondrial ativando a 
caspase 9 (Kaushal, Kaushal et al., 2001). O acoplamento de um receptor de 
superfície celular com o fator de necrose tumoral (TNF-α) extracelular ativa a 
caspase 8 (Tsuruya, Ninomiya et al., 2003).  
O receptor 2 do TNF (TNFR-2) foi demonstrado ser importante no modelo 
de lesão renal aguda induzida pela cisplatina. Em um estudo feito com animais 
nocautes para esse receptor, notaram que a ausência dele atenua os efeitos 
nefrotóxicos da cisplatina, sendo capaz de diminuir a necrose tubular, a expressão 
de citocinas pró-inflamatórias como ICAM-1, diminuir a infiltração de leucócitos e 
de apoptose. Mostrou-se nesse trabalho que tanto a necrose quanto a apoptose 
das células epiteliais dos rins são dependentes do TNFR-2 e que esse receptor 
tem um papel fundamental nas lesões renais isquêmicas e lesões tóxicas aos rins 
(Ramesh e Reeves, 2003). 
Muitas evidências acadêmicas mostram o efeito da toxicidade da 
cisplatina afetando a via mitocondrial de apoptose. A exposição das células renais 
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epiteliais a cisplatina resulta em translocação de Bax para a mitocôndria, liberação 
do citocromo c e ativação de caspase 9, a inibição da atividade de caspase atenua 
a morte celular gerada pela administração de cisplatina (Miller, Tadagavadi et al.).     
   
  1.2 Sistema Calicreína-Cininas (SCC) 
 
O SCC é formado pelos cininogênios (substratos glicoprotéicos) 
precursores da bradicinina e análogos, que estão envolvidos na cascata de 
coagulação e inflamação; calicreínas (enzimas proteolíticas da família serino-
proteases), presentes nas células glandulares, neutrófilos e fluidos biológicos, que 
são responsáveis pela geração de cininas; cininas (peptídeos vasoativos), 
provenientes da hidrólise dos cininogênios pelas calicreínas; cininases (enzimas 
de degradação); e receptores de membranas, B1 e B2 (dois receptores 
transmembrânicos específicos) acoplados a proteína G (Regoli e Nantel, 1990; 
Bhoola, Figueroa et al., 1992), que estão ligados a mecanismos variados de 
transdução. 
O SCC está envolvido em muitos processos biológicos, dentre os quais 
estão os mecanismos de resposta inflamatória (Bhoola, Figueroa et al., 1992), 
nocicepção e transmissão de dor (Dray e Perkins, 1993). Além disso, atua no 
processo de captação de glicose por células musculares e adipócitos por meio de 
translocação do seu principal carreador de glicose, GLUT4, para a membrana 
citoplasmática, independente da ação da insulina. Esse mecanismo é mediado 
pela ação da bradicinina sobre os receptores B2 de cininas (Kishi, Muromoto et al., 
1998).  
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Figura 3. Representação esquemática do sistema calicreína-cininas. 
 
A ativação do receptor de cininas pode afetar a resposta inflamatória. Os 
efeitos fisiológicos das cininas são mediados por 2 receptores transmembrânicos 
acoplados a proteína G, chamados receptores B1 e B2 (Regoli e Barabe, 1980). O 
receptor B2 é expresso constitutivamente sob condições fisiológicas e é 
responsável pela maioria dos efeitos das cininas (Regoli e Barabe, 1980). Ao 
contrário, o receptor B1 é normalmente pouco expresso, sendo altamente 
regulado na presença de estímulos inflamatórios (Marceau e Bachvarov, 1998; 
Marceau, Hess et al., 1998) ou pelo seu agonista natural des-Arg10-Kallidin 
(Schanstra, Bataille et al., 1998). Vários estudos têm mostrado que o receptor B1 
pode influenciar a resposta imune modulando os linfócitos T (Pesquero, Araujo et 
al., 2000; Araujo, Kettritz et al., 2001), a migração de leucócitos (Mclean, Ahluwalia 
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et al., 2000; Araujo, Kettritz et al., 2001), liberação das prostaglandinas (Dray e 
Perkins, 1993), citocinas e produção de quimiocinas (Tiffany e Burch, 1989). 
Citocinas inflamatórias, como IL-1β e TNF-α, e ativação de componentes 
da família MAPK, estão envolvidos na regulação e superexpressão do gene para o 
receptor B1 (Marceau, Hess et al., 1998). A região promotora do gene para o B1R 
tem sítios de ligações para vários fatores de transcrição, dentre eles o NF-κB e 
fator de transcrição de ativação de proteína (AP-1) (Merino, Silva et al., 2005). 
Ambos os fatores estão presentes em situações de inflamação, e podem estar 
relacionados com a indução do B1R por citocinas inflamatórias, endotoxinas (LPS) 
e stress (Marceau, Hess et al., 1998).  
A calicreína tecidual mostrou ser protetora em alguns modelos de doença 
renal, em um estudo com ratos sensíveis ao sal e hipertensos. Foi infundido 
calicreína urinária de ratos nesses animais e verificaram que a reposição de 
calicreína aumentou a atividade do sistema calicreína-cininas-óxido nítrico e 
atenuou a progressão da glomerulosclerose, lesão arterial e tubular no modelo de 
sal induzindo hipertensão (Hirawa, Uehara et al., 1999). 
Em outros três estudos foi infundido um adenovírus abrigando o gene da 
calicreína tecidual humana nos ratos sensíveis ao sal e induzidos a hipertensão 
por dieta com alto teor de sal. Esse modelo de hipertensão gera fibrose, estresse 
oxidativo e inflamação. Os estudos mostram que a aplicação do gene da calicreína 
oferece proteção renal a esse modelo de hipertensão induzida por dieta rica em 
sal, diminuindo a proliferação celular renal e fibrose, muito pela redução do 
estresse oxidativo e da expressão de TGF-β. A infusão do gene da calicreína é 
capaz também de diminuir o acumulo de células inflamatórias e de 
miofibroblastos, colágeno e reticulina, diminuindo também a deformação dos 
túbulos renais e a hipertrofia glomerual. Os efeitos benéficos da calicreína na 
fibrose renal podem ser principalmente, mediados pela ativação da via do óxido 
nítrico e pela inibição da ativação da MAPK (Chao, Zhang et al., 1998; Zhang, 
Bledsoe et al., 2004; Xia, Bledsoe et al., 2005). 
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1.2.1 Camundongos deficientes para o receptor B1 de cininas (B1KO) 
 
Esse animal deficiente para um dos componentes do SSC foi gerado por 
pesquisadores da UNIFESP e da Alemanha (Pesquero, Araujo et al., 2000). Os 
nocautes do receptor B1 de cininas (B1KO) apresentaram-se sadios e sem 
nenhuma disfunção reprodutiva. Estes ainda mostraram ser resistente a 
hipotensão mediada pelo lipopolissacarideo de bactérias gram negativas (LPS) 
(Pesquero, Araujo et al., 2000).  
Para verificar o papel do receptor B1 em processos inflamatórios, com a 
indução de uma peritonite em camundongos nocautes para este gene, foi 
observado uma menor migração de neutrófilos para os focos de inflamação e 
menor índice de apoptose espontânea nos neutrófilos (Araujo, Kettritz et al., 
2001). 
Nosso grupo mostrou também que a deficiência do receptor B1 de cininas 
nos vasos pancreáticos pode ser responsável por uma menor produção de 
insulina no pâncreas destes camundongos, acompanhado com um quadro de 
hiperglicemia (Araujo, Mori et al., 2006). 
Em estudo recente foi mostrado que o B1R está envolvido em uma severa 
lesão renal aguda em modelo de isquemia e reperfusão. Após 24 e 48 horas de 
reperfusão, os animais nocautes para o B1R apresentaram menores níveis de 
creatinina sérica, e menor alteração histológica, indicando menor dano renal nos 
animais nocautes comparados com os animais selvagens. Além disso, a proteção 
renal dos animais nocautes do B1R foi também associada a menor expressão 
renal de citocinas pró-inflamatórias e maior expressão de IL-4 e IL-10 , que são 
citocinas anti-inflamatórias (Wang, Cenedeze et al., 2006; Wang, Campanholle et 
al., 2008).  Em outro estudo, os autores analisaram o perfil dos transcritos gênicos 
em um modelo de lesão renal aguda induzida por LPS em animais selvagens e 
nocautes para B1R e demonstraram, que genes relacionados à inflamação, 
adesão celular e apoptose estavam aumentados nos animais selvagens, enquanto 
genes relacionados à proliferação celular estavam diminuídos. Esta expressão é 
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invertida nos animais nocautes, que apresentaram menor expressão de genes 
relacionados a inflamação e maior expressão de genes relacionados a proliferação 
celular (Bascands, Bachvarova et al., 2009). 
 
1.2.2 Antagonistas do receptor B1 de cininas em modelos 
experimentais de doenças. 
 
Foi analisado em um trabalho prévio que a inalação de LPS leva a um 
estado de lesão pulmonar aguda, promovendo ativação dos macrófagos 
alveolares e células endoteliais, e depois a infiltração de neutrófilos. Sabendo da 
importância do receptor B1 de cininas em processos inflamatórios, esses 
colaboradores viram que 24 horas após a inalação do LPS há um aumento 
significativo da expressão desse receptor no tecido pulmonar e que o tratamento 
com seu antagonista R954 é capaz de diminuir a expressão de citocinas pró-
inflamatórias (fator de necrose tumoral, interleucina-1 beta, interleucina-6 e 
interferon-gamma) e de quimiocinas (monocyte chemotactic protein-1 e KC) 
(Campanholle, Landgraf et al.). 
Em três diferentes estudos em modelos de lesão renal distintas foi 
mostrado um aumento da expressão do receptor B1 nos rins após o modelo 
experimental dessas patologias. Foi utilizado no primeiro modelo a nefropatia 
obstrutiva que causa fibrose e inflamação renal, o tratamento com antagonista do 
receptor B1 foi capaz de diminuir a expressão de genes relacionado a fibrose 
(fator de crescimento de tecido conjuntivo) e relacionado a inflamação (CCL-2 e 
CCL-7). No segundo estudo foi analisado o antagonismo do receptor em um 
modelo de glomerulonefrite por obstrução uretral unilateral. Esse é um modelo que 
gera grande inflamação renal, aumento da creatinina sérica, atrofia tubular e 
fibrose. O tratamento com o antagonista do receptor B1 após 6 semanas da 
obstrução,  foi capaz de reverter a necrose nos túbulos renais e a atrofia tubular, 
diminuir os valores séricos de creatinina, diminuir a expressão das quimiocinas 
analisadas, diminuir a expressão de colágeno IV, reverter a infiltração de 
macrófagos e a expressão de marcadores de células T. No terceiro estudo, 
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nossos colaboradores utilizaram o modelo de glomerulosclerose focal e segmental 
pela administração de adriamicina. É um modelo que se caracteriza pela esclerose 
glomerular, atrofia tubular e fibrose intersticial com comprometimento dos 
podócitos e proteinúria. O tratamento preventivo tanto quanto o tardio é capaz de 
reverter a disfunção dos podócitos e manter sua estrutura, de preservar a 
estrutura dos túbulos sem atrofia, de diminuir ou reverter o quadro de proteinúria, 
diminuir a expressão de proteínas relacionadas a inflamação (fator de necrose 
tumoral, fator de crescimento transformador-beta), diminuir bastante a infiltração 
de macrófagos e também a deposição de proliferating cell nuclear antigen (PCNA) 
induzido pela adriamicina (Klein, Gonzalez et al., ; Pereira, Buscariollo et al., ; 
Klein, Gonzalez et al., 2009) 
 Como o componente inflamatório é o grande responsável pela lesão renal 
aguda induzida pela cisplatina, acreditamos que as cininas possam ser um 
importante mediador inflamatório envolvido nessa lesão.  
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    2.1 Objetivo Geral 
 
Esse trabalho teve como objetivo avaliar o papel do receptor B1 de cininas 
no modelo de lesão renal aguda induzida pela cisplatina. 
 
    2.2 Objetivos Específicos 
 
Analisar a morfologia dos rins e as moléculas relacionadas ao processo 
inflamatório nos rins dos animais selvagens e dos animais nocautes para o gene 
do receptor B1 de cininas mediante os seguintes passos: 
 
 Quantificar necrose tubular aguda nos animais selvagens e 
nocautes 
 Quantificar apoptose e proliferação celular no tecido 
 Mensurar a função renal 
 Mensurar a expressão de citocinas  
 Quantificar a freqüência de células do sistema imune em células 
renais 
 Identificar a expressão do gene do receptor B1 na lesão renal por 
cisplatina 
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MATERIAL E MÉTODOS 
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  3.1 Animais 
 
Foram utilizados camundongos machos (n=30) de 10-14 semanas 
C57BL/6 selvagens e camundongos deficientes para gene do receptor B1 de 
cininas (B1-/-) e seus respectivos controles selvagens (WT), pesando em média 
de 25-30 g. Os animais foram obtidos do Laboratório de Experimentação Animal 
do Instituto Nacional de Farmacologia e Biologia Molecular – INFAR e do Centro 
de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para a Medicina e Biologia 
(CEDEME), foram mantidos em micro-isoladores ventilados com água e ração 
Nuvital® CR-1 ad libitum, autoclavados. A temperatura da sala foi controlada 
acerca de 20°C (±2°C) e ciclo de 12 horas de luz (das 6:00 às 17:59 horas) /12 
horas de escuro (das 18:00 às 5:59 horas). Os animais apresentaram 
microbiologia negativa (bactérias e fungos) para os agentes prevalentes segundo 
a relação sugerida pela FELASA (Federação Européia da Ciência de Animais de 
Laboratório). Todos os experimentos com os animais foram conduzidos em 
conformidade com o Colégio Brasileiro de Experimentação Animal – COBEA. Os 
experimentos com os animais foram aprovados pelo comitê de ética da UNIFESP 
n°0743/11 (anexo 1). 
 
    3.2 Pesagem dos animais 
 
Todos os grupos de animais foram pesados semanalmente até o final dos 
experimentos (Balança MARTE AS 1000). 
 
    3.3 Coleta de órgãos 
 
Após a punção sanguínea, os animais foram eutanasiados por 
deslocamento cervical. Imediatamente os rins, fígado, coração, gastrocnêmio, 
tecido adiposo marrom e tecido adiposo abdominal (epididimal) foram retirados, 
limpos e tiveram suas massas mensuradas sendo imediatamente congelados, em 
nitrogênio líquido e armazenados em freezer -80°C. 
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    3.4 Isolamento do RNA 
 
RNA total foi extraído através do método do TRIzol (Invitrogen, USA). 
Esse método produz um RNA com considerável grau de pureza. Amostras de 
tecido (50 a 100 mg) foram homogenizadas em 1,0 mL de TRIzol através de um 
homogenizador eletrônico (Polytron) e incubadas a temperatura ambiente por 5 
minutos, a fim de atingir completa dissociação dos complexos nucleoprotéicos. Em 
seguida, foram adicionados 0,2 mL de clorofórmio aos homogenatos. As amostras 
foram misturadas por vortex entre 15 a 30 segundos e incubadas a temperatura 
ambiente por mais 2 a 3 minutos. Depois, as amostras foram centrifugadas a 
10.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Após a centrifugação, as amostras 
apresentaram três fases: uma fase inferior de coloração avermelhada (fase do 
fenol-clorofórmio), uma fase intermediária de coloração branco-turvo e uma fase 
superior translúcida. O RNA permaneceu exclusivamente na fase superior e essa 
foi cuidadosamente transferida para um novo tubo eppendorf. A este foi 
adicionado um volume similar de isopropanol (aproximadamente 0,4 mL). As 
amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugadas 
a 10.000 rpm por 10 minutos. Depois, o pellet de RNA foi lavado com etanol a 
70%, seguido de nova centrifugação a 10.000 rpm por 5 minutos. O pellet de RNA 
foi secado ao ar livre e foi ressuspendido com água RNAse-free tratada com 
DEPC. As amostras de RNA foram armazenadas a -80°C. 
 
    3.5 Descontaminação do RNA total 
 
Após a digestão com a DNAse, o RNA total foi quantificado por meio de 
um espectrofotômetro para ácidos nucléicos (NanoDrop 1000, Thermo Scientific, 
USA). A concentração foi expressa em μg/μL, medindo-se ainda a razão de 
absorbâncias 260/280 nm. A análise da qualidade do RNA foi realizada por 
eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TAE (Tris-Acetato-EDTA, pH 8,0), 
contendo formaldeído (Sigma-Aldrich) como agente desnaturante. Apenas 
amostras íntegras foram utilizadas nos experimentos. 
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    3.6 Reação de transcriptase reversa 
 
O cDNA foi sintetizado a partir de 1μg de RNA total. O RNA foi combinado 
a 0,5 μg/μL de oligo(dT)12-18 (GE HealthCare) e 1μL de solução de dNTPs 10 
mmol/L (Invitrogen), em um volume final de 12 μL ajustado com H2O-DEPC. As 
amostras foram incubadas a 65ºC por 5 minutos e mantidas em gelo. Em seguida, 
foram adicionados 4 μL de tampão específico (SuperScriptTM II 5x reaction buffer, 
composto de Tris-HCl 250 mM, KCl 375 mM, MgCl2 15 mM, pH 8,3), 2 μL de DTT 
100 mM (Invitrogen) e 0,5 U de RNAseout (Invitrogen). As amostras foram 
mantidas por 2 minutos a 42oC e em seguida foi adicionada a enzima 
SuperScriptTM II (50 U/ amostra, Invitrogen). A reação foi conduzida a 42°C por 
um período de 1 hora e interrompida por elevação da temperatura a 70°C durante 
15 minutos. A lista dos primers e probes utilizadas seguem na tabela 1 e 2. 
 
    3.7 Tratamento com drogas 
 
Para induzir a lesão renal aguda utilizamos a cisplatina (CITOPLAX 50mg 
1mg/ml Bergamo) uma única dose i.p. de 20mg/kg. Para bloquear o receptor B1 
de cininas utilizamos a droga R715 (sigma aldrich) 24hs,12hs e 2hs antes da 
aplicação da cisplatina e após a aplicação da cisplatina duas dosagens diárias de 
400µg/kg i.p. até o dia do sacrifício. Para controle foi injetado i.p. solução salina 
(0,9%). Representativo das dosagens do antagonista figura 4. 
 
    3.8 Avaliação da função renal 
 
As concentrações de creatinina sérica foram dosadas pelo método de 
Jaffé modificado. Brevemente, foi adicionado 100µl de ácido sulfúrico 1,84%, 
100µl de tungstato de sódio 10% e 200µl de água a 100µl de soro. As amostras 
foram centrifugadas por 10 minutos a 4000g. 200µl do sobrenadante foi transferido 
para uma placa de 96 poços e foi acrescentado 80µl de ácido pícrico 2% e 20µl de 
hidróxido de sódio a 10%. A absorbância foi lida em um espectrofotômetro de 
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leitor de placas (Spectra-max190-Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) a 
520nm. A concentração foi calculada em relação a curva padrão de creatinina e os 
resultados foram expressos em mg de creatinina/dl. Para a dosagem da uréia foi 
utilizado o kit comercial calorimétrico de urease (Labstest). O método foi realizado 
de acordo com as instruções do fabricante.  
 
    3.9 Análise histológica do rim e quantificação 
 
Secções histológicas de 3µm de espessura foram coradas por 
hematoxilina- eosina e examinadas e microscópio de luz comum (Zeiss, modelo 
Axioskop equipado com microfotografia) em objetivas de 10x e 40x. 
A análise semi-quantitativa das alterações do compartimento renal foi 
efetuada considerando o compartimento tubular. Foram tomados como critérios de 
lesão tubular a descamação do epitélio, debris celulares na luz, achatamento do 
epitélio, presença de cilindros e dilatação da luz tubular. 
As análises foram realizadas em estudo cego. As lesões foram graduadas 
por escores, que refletiam o grau da lesão apresentado. Sendo assim: 
Escore 1 = lesão comprometendo de 0 a 10% da área examinada; Escore 
2 = lesão comprometendo de 11-25% da área examinada; Escore 3 = lesão 
comprometendo de 26-50% da área examinada; Escore 4 = lesão acima de 50%. 
 
 
    3.10 Citometria de Fluxo 
 
 
     Um rim de cada animal foi coletado em 4 mL de colagenase IV (2 
mg/mL) cortado em pedaços para facilitar a digestão do mesmo durante a 
incubação de 40 min a 37 ºC. Para parar a reação adicionamos 1 mL de RPMI-
SBF 10%. Maceramos em filtros os restos não digeridos e centrifugamos a 700 g 
por 10 min a 4 ºC. O sobrenadante foi retirado e o pellet de células ressuspendido 
em 2,5 mL de Percoll (GE Healthcare) 35%. Esta nova suspensão foi lentamente 
colocada sobre outra fase de 2,5 ml de Percoll 70% e centrifugadas a 1000 g sem 
“break” por 30 min a 20 ºC. A fase utilizada para análise das células foi a 
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intermediária. 
Para fenotipagem celular, utilizamos 2-10 x 105 células marcadas com 
anticorpos anti-CD3-FITC (Life technologies), anti-CD8-APC (Life technologies), 
anti-CD11b-APC (life technologies), anti-CD4-PERCP (Biolegend), anti-Ly6G-PE 
(Biolegend), anti-CD11c-PERCP (Biolegend), anti-CD19-FITC (Biolegend), anti-
NK1.1-PE (eBioscences) diluídos 1:200 ressuspendidos em 10 µL de tampão 
fosfato tampão fosfato (PBS - KH2PO4 5 mM, K2HPO4 1,2 mM e NaCl 150 mM: pH 
7,0) com SBF 2% incubados a 4ºC por 30 min. Após a incubação, foram feitas 2 
lavagens com PBS-SBF 2% e foi feita a fixação celular utilizando-se 
paraformaldeído 0,1% e incubação a 4ºC por 20 min. Uma nova lavagem foi feita e 
as células foram ressuspendidas em PBS-SBF 2% até a análise por citometria de 
fluxo (FACS) no leitor FACSCanto (BD - biosciences) do departamento de 
Imunologia ICB/USP. 
 
    3.11 Imunohistoquímica 
 
Secções histológicas de 5µm foram colocadas em três banhos 
consecutivos de xilol, para eliminação da parafina.  Em seguida, colocaram-se os 
cortes em três banhos de álcool em concentrações decrescentes para a 
consequente hidratação do corte. As lâminas foram transferidas para solução de 
tampão citrato (0,01M), pH 6,0 e aquecidas até a fervura em banho, sendo 
transferidas para água destilada por 5 minutos até o resfriamento. As lâminas 
foram incubadas por 10 minutos em solução azida sódica 10%/água oxigenada 
30%/água destilada (1:1:98), para bloqueio de peroxidase endógena. Os seguintes 
anticorpos foram utilizados anti-PCNA (diluição 1:300 DAKO) e anti-Caspase-3 
(1:1000 Cell SIgnalling).     
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    3.12 Análise estatística 
 
Os dados encontrados foram apresentados sob média ± erro padrão nos 
textos descritivos e gráficos. Para tratamento estatístico foi utilizado o Teste t de 
Student não pareado de duas caudas para amostras independentes. Quanto às 
análises de mais de duas amostras foi aplicado análise de variância (One Way 
ANOVA) seguida de verificação post-hoc de Tukey. As diferenças foram 
determinadas significantes quando o valor de p foi menor que 0,05 (p<0,05). Os 
gráficos foram elaborados no programa Prisma 5.0. 
 
 
TABELA 1. sequência dos primers utilizados para o real-time PCR (Sybr Green) 
 
Gene Forward Reverse 
β-actin 5´-CTGGCCTCACTGTCCACCTT-3´ 5´-CGGACTCATCGTACTCCTGCTT-3´ 
IL-1β 5´-AGGAGAACCAAGCAACGACA-3´ 5´-CGTTTTTCCATCTTCTTCTTTG-3´ 
MCP-1 5´-AAGAGAATCACCAGCAGCAGGT-3´ 
 
5´-TTCTGGACCCATTCCTTATTGG-3´ 
 TGF-β 5′-AACTATTGCTTCAGCTTCACAGAGA-3´ 5′-AGTTGGATGGTAGCCCTTG-3´ 
IFN-γ 5´-TCAAGTGGCATAGATGTGGA-3´ 5´-TGGCTCTGCAGGATTTTCAT-3´ 
BAX 5´-CGGCGAATTGGAGATGAACTG-3´ 5´-GCAAAGTAGAAGAGGGCAACC-3´ 
BCL-2 5´-ACCGTCGTGACTTCGCAGAG-3´ 5´-GGTGTGCAGATGCCGGTTCA-3´ 
TNFR-2 5´-GTCGCGCTGGTCTTCGAACTG-3´ 5´-GGTATACATGCTTGCCTCACAGTC-3´ 
   
 
 
TABELA 2. probes utilizadas para o real-time PCR (Taqman) 
 
Gene Probe 
GAPDH mm99999915-g1 
BDKRB1 mm00432059-s1 
TNF-α 
 
mm00443258-m1 
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Figura 4 
 
 
 
 
 
Figura 4. Esquema representativo das aplicações do antagonista (R715) 
A) representativo do tratamento precoce com o antagonista B) representativo do 
tratamento tardio com o antagonista. 
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    4.1 Participação do receptor B1 de cininas na lesão por cisplatina 
 
Para sabermos se houve participação do receptor B1 de cininas na lesão 
renal aguda induzida por cisplatina, vimos a expressão do gene do receptor em 
diferentes momentos após a injeção do fármaco (FIGURA 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: A) Expressão gênica receptor B1 24horas após exposição a cisplatina B) após 
48 horas C) após 72 horas D) após 96 horas E) cinética expressão do receptor B1. 
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    4.2 Cinética da creatinina e da uréia sérica 
 
Para identificarmos o maior ponto da disfunção renal após a administração 
da cisplatina, analisamos a creatinina e a uréia sérica 24, 48, 72 e 96 horas após a 
injeção desse fármaco.  
 
 
Figura 6: A) Cinética dos níveis de creatinina após administração da cisplatina B) 
Cinética dos níveis de uréia após administração da cisplatina. ***p<0,0001 vs Controle 
 
    
4.3 Peso e consumo durante tratamento 
 
Podemos observar que não houve diferença no peso inicial dos animais 
de grupos diferentes, sendo que após o tratamento com cisplatina, esses animais 
tem uma perda significativa de peso (FIGURA 7A), sendo que os animais B1KO 
CIS perderam menos que os animais selvagens (FIGURA 7B). Vimos também que 
os animais que receberam a injeção de cisplatina tem um menor consumo 
acumulado em 4 dias de tratamento de ração em comparação aos controles 
(FIGURA 7C), sendo que o grupo B1KO CIS tem um consumo maior em relação 
ao grupo WT CIS (FIGURA 7D).   
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FIGURA 7: A) Peso dos animais no inicio do tratamento B) percentual de perda de peso 
ao final do tratamento em relação ao inicio C) consumo de ração durante 4 dias de 
tratamento D) consumo de ração durante 4 dias de tratamento. *p<0,05 vs WT #p<0,05 vs 
WT CIS  
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4.4 Peso relativo dos tecidos 
 
Depois de verificarmos que houve aumento da expressão gênica do 
receptor B1 de cininas nos rins de animais tratados com cisplatina, resolvemos 
tratar os animais nocautes para o gene do receptor B1 com essa droga. 
Pesamos diversos tecidos após o sacrifico e verificamos que não houve 
diferença no peso relativo desses tecidos entre o grupo WT CIS e o grupo B1KO 
CIS. (FIGURA 8).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 8: A) Peso relativo do tecido adiposo marrom B) peso relativo do rim direito C) 
peso relativo do rim esquerdo D) peso relativo do coração E) peso relativo do fígado F) 
peso relativo do gastrocnêmio. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,0001   
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    4.5 Parâmetros renais, escore de necrose tubular aguda e sobrevivência    
 
Vimos que a creatinina e uréia sérica sobem significativamente após o 
tratamento com cisplatina e esses valores são atenuados no animal nocaute para 
o gene do receptor B1 de cininas. Observamos também que os animais nocautes 
têm uma maior sobrevida e uma menor necrose tubular aguda que os animais 
selvagens. (FIGURA 9). 
 
 
 
FIGURA 9: A) Creatinina sérica B) uréia sérica C) escore de necrose tubular aguda D) 
curva de sobrevivência. *p<0,05 vs WT #p<0,05 vs WT CIS  
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4.6 Linfócitos T  
 
Podemos observar que não houve diferença no percentual de população 
de células CD4, CD8 e NKT entre os grupos WT CIS e B1KO CIS, encontrando 
diferença significativa apenas no percentual de população de células NK1.1, entre 
esses dois grupos. (FIGURA 10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 10: A) Percentual população de células CD4 nos rins B) percentual população 
de células CD8 nos rins C) percentual de células NK1.1 nos rins D) percentual população 
de células NKT nos rins. *p<0,05 vs WT #p<0,05 vs WT CIS  
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4.7 Células apresentadoras 
 
Encontramos diferenças significativas no percentual de população de 
células LY6G (neutrófilos), CD11b (macrófagos) e CD11c (células dendríticas) 
entre os animais tratados com cisplatina e os animais nocautes para o gene do 
receptor B1 com cisplatina, sendo que no percentual de população de células 
CD19 (linfócitos B) não encontramos diferença entre esses dois grupos. (FIGURA 
11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 11: A) Percentual população de células CD19 (linfócitos B) nos rins B) 
percentual população de células LY6G (neutrófilos) nos rins C) percentual população de 
células CD11c (células dendríticas) nos rins D) percentual população de células CD11b 
(macrófagos) nos rins. *p<0,05 vs WT #p<0,05 vs WT CIS 
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    4.8 Expressão de Citocinas 
 
Após vermos diferenças em algumas populações de células do sistema 
imune, analisamos a expressão gênica de algumas moléculas relacionadas a 
inflamação renal. Não encontramos diferenças entre os grupos WT CIS e B1KO 
CIS nas moléculas MCP-1 e TGF-β, porém vimos diferenças significativas nas 
citocinas IL-1β, IFN-γ e TNF-α. (FIGURA 12). 
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FIGURA 12: A) Expressão gênica IL-1β B) expressão gênica MCP-1  C) expressão 
gênica TGF-β D) expressão gênica IFN-γ. E) expressão gênica TNF-α *p<0,05 vs WT 
#p<0,05 vs WT CIS 
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 4.9 Proliferação celular e apoptose 
 
O principal efeito da cisplatina no rim é a necrose e a apoptose. Por outro 
lado, as células remanescentes têm a habilidade de desdiferenciar e repopular o 
túbulo danificado. Por isso, avaliamos a proliferação (FIGURA 13) e a apoptose 
(FIGURA 14) no tecido renal por imunohistoquímica. 
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PCNA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13: A) WT B) B1KO C) WT CIS D) B1KO CIS E) quantificação imunohistoquímica. 
Imagem com aumento de 40x. *p<0,05 vs WT #p<0,05 vs WT CIS 
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CASPASE-3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 14: A) WT B) B1KO C) WT CIS D) B1KO CIS E) quantificação 
imunohistoquímica. Imagem com aumento de 40x. *p<0,05 vs WT #p<0,05 vs WT CIS 
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 4.10 Expressão de genes relacionados a apoptose 
 
Sabendo que a apoptose é um dos maiores limitantes do tratamento com 
cisplatina, verificamos um receptor da via extrínseca e dois genes da via intrínseca 
que levam a apoptose nos rins. 
Observamos que os animais nocautes para o gene do receptor B1 de 
cininas é mais protegido contra a apoptose tanto via intrínseca quanto pela via 
extrínseca. (FIGURA 15).   
 
 
 
 
 
 
FIGURA 15: A) Expressão gênica BAX B) expressão gênica BCL-2 C) razão BAX/BCL-2 
D) expressão gênica receptor 2 de TNF. *p<0,05 vs WT #p<0,05 vs WT CIS 
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     4.11 Tratamento com R715 
 
Após observamos que o animal B1KO CIS demonstrou ser mais protegido 
contra os insultos da cisplatina, resolvemos tratar os animais com o antagonista do 
gene do receptor B1. 
Tratamos os animais com o antagonista antes do tratamento com a 
cisplatina, e analisamos a função renal desses animais pela creatinina e uréia 
sérica. Podemos observar uma diminuição desses dois parâmetros da função 
renal mediante o tratamento com o antagonista do gene do receptor em relação 
aos animais tratados com cisplatina. (FIGURA 16). 
 
 
FIGURA 16: A) creatinina sérica B) uréia sérica. #p<0,05 vs WT CIS 
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Segundo o que foi pesquisado na literatura, foi observado que o receptor 
B1 está envolvido em várias desordens inflamatórias como glomerulosclerose 
focal e segmental (Pereira, Buscariollo et al.), modelo de lesão renal aguda 
induzida por isquemia e reperfusão (Wang, Cenedeze et al., 2006; Kakoki, 
Mcgarrah et al., 2007; Wang, Campanholle et al., 2008), fibrose renal (Klein, 
Gonzalez et al., 2009; Wang, Cenedeze et al., 2009), lesão pulmonar aguda 
induzida por LPS (Campanholle, Landgraf et al.), hipertensão (Ni, Yin et al., 2003) 
, obesidade (Mori, Araujo e Pesquero, 2008; Mori, Araujo, Reis et al., 2008), 
cardiomiopatia (Westermann, Lettau et al., 2008; Westermann, Walther et al., 
2009), glomerulonefrite (Klein, Gonzalez et al.) e nefropatia obstrutiva (Klein, 
Gonzalez et al., 2009), nós hipotetizamos que a sua deleção ou antagonismo 
poderiam ter um papel protetor no modelo de lesão renal aguda induzida pela 
cisplatina.  
Vários estudos mostraram que a deleção ou antagonismo desse receptor 
está associado a menor inflamação e menor fibrose nos rins (Ferreira, Campos et 
al., 2002; Westermann, Lettau et al., 2008; Westermann, Walther et al., 2009), 
porém nada foi visto ainda em relação a nefrotoxicidade causada pela 
administração da cisplatina. 
Nós mensuramos o papel do receptor B1 de cininas na lesão renal aguda 
induzida pela cisplatina e observamos que a ausência do receptor é protetora para 
injuria renal causada por esse fármaco. Também vimos que o tratamento com o 
antagonista do receptor, começando precocemente, tem um papel benéfico nos 
rins dos animais submetidos a administração da cisplatina. 
O aumento da regulação do gene do receptor B1 nos rins dos animais 
após a administração da cisplatina de 24 a 96 horas, sugere fortemente a 
participação desse receptor na lesão renal causada pela cisplatina. Nós 
analisamos a creatinina e a uréia sérica após a administração de cisplatina de 24 
a 96 horas para determinarmos o maior ponto da lesão renal aguda, e nós vimos 
os maiores níveis de creatinina sérica a 96 horas após a dose de cisplatina e os 
maiores níveis de uréia sérica a 72 e 96 horas após a injeção de cisplatina.  
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Observando que o receptor tem um aumento na regulação após a 
administração da cisplatina nós decidimos analisar os efeitos do tratamento com 
cisplatina nos animais B1KO no tempo de 96 horas.  
Sabendo que após a administração da cisplatina os animais perdem peso, 
como mostrado por (Azambuja, Lunardelli et al., ; Aydinoz, Uzun et al., 2007).  
Pesamos alguns tecidos para ver se algum deles estava relacionado com 
essa perda, observamos uma grande perda de peso apenas no tecido adiposo 
marrom sendo que o animal B1KO CIS não foi capaz de reverter essa perda de 
peso. Por outro lado o percentual de perda de peso dos animais B1KO CIS é 
menor que os dos animais selvagens. Depois da injeção de cisplatina os animais 
apresentam uma diminuição no consumo de ração, vimos que os animais B1KO 
CIS não diminuíram tanto o consumo de ração durante o tratamento como os 
animais selvagens.  
Os níveis mais baixos de creatinina e uréia sérica observados nos animais 
B1KO CIS caracterizam menor lesão renal na ausência do receptor B1. Muitos 
autores mostram que a cisplatina leva a necrose tubular aguda (Miller, Tadagavadi 
et al., ; Ramesh e Reeves, 2003; Yao, Panichpisal et al., 2007), de fato 
observamos que os animais tratados com cisplatina apresentam um maior escore 
de necrose tubular aguda. Esse resultado não foi replicado nos animais B1KO 
CIS, corroborando dados com um estudo de isquemia e reperfusão renal (Wang, 
Cenedeze et al., 2006). Essa proteção reflete na curva de sobrevivência e mostra 
que o receptor B1 aumenta o risco do tratamento com a cisplatina.  
Foi mostrado que as células T participam da lesão renal aguda induzida 
por isquemia e reperfusão renal (Burne, Daniels et al., 2001), para avaliar a 
participação das células T na nefrotoxicidade da cisplatina administraram esse 
fármaco em camundongos nocautes para células T. O animal apresentou menor 
disfunção renal e lesão tubular, apresentando também maior sobrevivência que os 
animais selvagens. Foi determinado nesse trabalho que esses efeitos das células 
T eram mediados por CD4 e CD8 (Liu, Chien et al., 2006). Avaliamos o percentual 
de células T CD4 e CD8 nos nossos animais e também observamos que os 
animais selvagens tratados com cisplatina apresentam um grande aumento no 
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percentual dessas células nos rins, porém os animais B1KO CIS não 
apresentaram uma diminuição do teor dessas células, o que sugere que o receptor 
B1 não é capaz, pelo menos nesse modelo, de modular o percentual do conteúdo 
de células T nos rins.  
O tratamento com cisplatina aumenta o percentual de células NK e NKT 
nos rins (Kim, Lee et al.). Nossos dados corroboram com esse autor já que os 
animais selvagens tratados com cisplatina tiveram um aumento no percentual de 
células NK e NKT nos rins, sendo que o animal B1KO CIS diminuiu apenas o 
montante de células NK1.1 nos rins e não NKT. Já é bem estabelecido na 
literatura que a cisplatina é capaz de aumentar o percentual de neutrófilos nos rins 
(Miller, Tadagavadi et al., ; Tadagavadi e Reeves, ; Ramesh e Reeves, 2002; 
Zhang, Ramesh et al., 2008). Alguns autores demonstraram também que os 
neutrófilos expressam o receptor B1, quando em estado inflamatório, e que a 
ativação desse receptor leva a migração de neutrófilos (Araujo, Kettritz et al., 
2001; Ehrenfeld, Millan et al., 2006; Duchene e Ahluwalia, 2009).  
No nosso trabalho pudemos observar que a falta do receptor B1 causa 
menor migração de neutrófilos para os rins após a administração de cisplatina, 
como foi já foi demonstrado que em estado inflamatório, neutrófilos expressam 
B1R, e que o animal B1KO tem uma menor freqüência de neutrófilos após um 
estado inflamatório (Araujo, Kettritz et al., 2001; Ehrenfeld, Millan et al., 2006).   
Os macrófagos estão envolvidos em vários modelos diferentes de 
inflamação renal, principalmente no modelo de lesão renal aguda induzida por 
isquemia e reperfusão renal (Miller, Tadagavadi et al., ; Li, Huang et al., 2008; Oh, 
Dursun et al., 2008). Também já foi demonstrado o envolvimento dos macrófagos 
no modelo de nefrotoxicidade pela cisplatina (Lu, Oh et al., 2008). Nós vimos que 
os animais B1KO CIS apresentaramm menor percentual de macrófagos infiltrados 
nos rins desses animais, estando de acordo com esses autores e outros que 
demonstraram que os animais com deleção do receptor B1 tem menor montante 
de macrófagos nos rins em um modelo de nefropatia obstrutiva e glomerulonefrite 
(Klein, Gonzalez et al., ; Klein, Gonzalez et al., 2009).  
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Recentemente foi mostrado que as células dendríticas contribuem para a 
produção de TNF-α  durante a isquemia e reperfusão renal (Dong, Swaminathan 
et al., 2007), porém o papel das células dendríticas no modelo de cisplatina não 
está esclarecido. Nós sugerimos que os mesmos mecanismos presentes no 
modelo de isquemia e reperfusão renal se repetem no modelo de lesão renal 
aguda induzido pela cisplatina, já que ambos os modelos apresentam um aumento 
no conteúdo de células dendríticas e do estado inflamatório, e tanto o conteúdo de 
células dendríticas quanto o estado inflamatório estão diminuídos nos animais 
B1KO CIS.  
A nefrotoxicidade da cisplatina leva a necrose e apoptose (Miller, 
Tadagavadi et al., ; Ramesh e Reeves, 2003; , 2004; Yao, Panichpisal et al., 
2007). Foi mostrado que o TNFR-2 é o mais importante dos receptores de TNF-α 
em mediar a apoptose e a necrose no modelo de cisplatina (Ramesh e Reeves, 
2003). A toxicidade da cisplatina causa liberação do citocromo c, que está 
associado a disfunção mitocondrial e leva a uma maior atividade de caspase-3 
(Kaushal, Kaushal et al., 2001). Animais B1KO CIS apresentaram menor 
expressão gênica de TNFR-2 (via extrínseca) e da razão bax/bcl-2 (via intrínseca), 
sugerindo que a sinalização do receptor B1 aumenta essas vias na presença da 
cisplatina. A ausência do receptor B1 também é capaz de diminuir a marcação de 
caspase-3 na imunohistoquímica. Junto esses resultados mostram que ambas as 
vias da apoptose, tanto a intrínseca quanto a extrínseca estão diminuídas pela 
deleção do receptor B1.  
As células remanescentes têm a habilidade de desdiferenciar e repopular 
o túbulo danificado por isso avaliamos a proliferação usando PCNA na 
imunohistoquímica, e vimos que os animais tratados com cisplatina tem um 
grande aumento na marcação de PCNA, sendo que os animais B1KO CIS 
apresentam uma marcação bem menor, corroborando com os dados da caspase-3 
mostrando menor morte e provavelmente uma menor necessidade de proliferar, 
sugerindo o não aparecimento da lesão no tecido.  
Citocinas também estão envolvidas na lesão renal aguda induzida pela 
cisplatina, foi demonstrado que a citocina IL-1β está aumentada após a 
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administração da cisplatina (Faubel, Ljubanovic et al., 2004; Faubel, Lewis et al., 
2007; Lu, Oh et al., 2008). A diminuição da expressão de IFN-γ ocorre em alguns 
tipos de lesão renal, inclusive no modelo de lesão renal aguda induzida pela 
cisplatina, e sua deleção causa lesão severa após a administração da cisplatina 
(Kimura, Ishida et al., ; Oldroyd, Thomas et al., 1999). Uma das principais citocinas 
responsáveis pelos efeitos inflamatórios causados na lesão renal induzida pela 
cisplatina é o TNF-α. Trabalhos com animais nocautes para o TNF-α e por seus 
receptores tratados com cisplatina, mostraram que esses animais são mais 
protegidos e apresentam menor inflamação e expressão de algumas citocinas 
inflamatórias (Ramesh e Reeves, 2002; , 2003; , 2004). O TNF-α ativa o NF-κB via 
receptor-interacting protein (RIP), ativa IκB kinase, e a atividade transcripcional do 
NF-κB. O receptor B1 é induzido por várias citocinas, principalmente IL-1β e o 
TNF-α. Uma via comum ativada por essas citocinas é a do NF-κB. Inibição da 
ativação do NF-κB bloqueia a capacidade do IL-1β induzir a expressão do receptor 
B1. Schanstra et al mostrou que a ativação do receptor B1 por si mesma, estimula 
a ativação do NF-κB, resultando em uma elevação da síntese do IL-1β e o TNF-α. 
Observamos que os animais B1KO CIS apresentaram menor expressão gênica de 
IL-1β e TNF-α e uma maior expressão de IFN-γ em comparação com os animais 
selvagens tratados com cisplatina. Avaliamos também as citocinas TGF-β e MCP-
1 onde não encontramos diferença na expressão dessas entre os grupos 
selvagens e B1KO tratados com cisplatina, onde sugerimos que o receptor B1 não 
participa nesse modelo modulando essas citocinas. 
Já que o tratamento da quimioterapia normalmente pode ser planejado, os 
resultados observados com o R-715, mostram a possibilidade de utilizar o 
antagonista do receptor B1 para reduzir os efeitos colaterais e aumentar a 
eficiência da cisplatina no tratamento do câncer. O antagonista do receptor B1 foi 
utilizado já em diversos modelos experimentais de doenças como lesão pulmonar 
aguda induzida por inalação de LPS, nefropatia obstrutiva, glomerusclerose focal e 
segmental, isquemia e reperfusão renal e glomerulonefrite (Campanholle, 
Landgraf et al., ; Klein, Gonzalez et al., ; Pereira, Buscariollo et al., ; Wang, 
Campanholle et al., 2008; Klein, Gonzalez et al., 2009). Observamos que o 
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tratamento precoce com o R-715 foi capaz de diminuir os níveis séricos de 
creatinina e uréia sendo que o tratamento com o antagonista iniciando após a 
cisplatina não é capaz de reverter a disfunção renal.  
Como é mostrado na literatura a expressão do receptor B1 é induzida por 
citocinas pró inflamatórias, como principalmente o IL-1β e o TNF-α. 
Interessantemente essas duas citocinas tem sua síntese aumentada quando há 
uma ativação do receptor B1 por seus agonistas.  
Por isso, pelos dados apresentados e o suporte da literatura, propomos 
que o principal mecanismo envolvido nessa melhora identificada em nosso estudo, 
é que a deleção do receptor diminui a síntese de citocinas pró inflamatórias como 
as observadas, IL-1β e TNF-α, que são duas citocinas capazes de controlar a 
migração de células do sistema imune e a última citada que é a principal 
responsável pela apoptose por via extrínseca.  
 
  
MIGRAÇÃO CÉLULAS         APOPTOSE 
 
IL1β                           TNF-α 
 
B1R 
 
Figura 17. Esquema representativo indução e  regulação do B1R 
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MIGRAÇÃO CÉLULAS         APOPTOSE 
 
IL1β                           TNF-α 
 
B1R 
 
Figura 18. Esquema representativo deleção do B1R modulando inflamação e 
apoptose 
 
Nossos resultados mostram que o receptor B1 está envolvido no 
mecanismo de desenvolvimento da lesão renal aguda induzida pela cisplatina 
principalmente mediando a migração de células do sistema imune, e que também 
tanto a deleção quanto a inibição do receptor B1 são capazes de reduzir a 
severidade das lesões geradas pela administração da cisplatina. Portanto nossos 
achados devem fornecer novas e valiosas perspectivas no manuseio da 
nefrotoxicidade gerada pelo uso da cisplatina.    
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 A cisplatina aumenta a expressão gênica do receptor B1 de cininas nos 
rins, de 24 a 96 horas após sua administração. 
 Os animais nocautes para o receptor B1 de cininas tem uma melhor 
função renal, menor necrose tubular aguda e maior porcentagem de sobrevivência 
após exposição a cisplatina. 
 A deleção do receptor B1 de cininas protege da apoptose causada pela 
nefrotoxicidade da cisplatina, tanto na via extrínseca quanto na via intrínseca. 
 Ausência do receptor B1 de cininas diminui a migração de células do 
sistema imune para os rins após a injeção de cisplatina, diminuindo o percentual 
de neutrófilos, macrófagos, células dendríticas e células NK no tecido renal. 
 Animais nocautes para o receptor B1 de cininas tem menor expressão 
gênica de IL-1β e TNF-α e restaura a expressão de IFN-γ nos rins após a 
exposição a cisplatina. 
 Antagonista do receptor B1 de cininas é capaz de melhorar a função renal 
dos animais tratados com cisplatina, quando utilizado precocemente. 
 Mais estudos são necessários para elucidar esse mecanismo, sobretudo o 
receptor B1 de cininas mostrou-se ser importante no desenvolvimento da lesão 
renal aguda pela cisplatina e por outro lado sua deleção ou antagonismo mostrou 
ser uma boa ferramenta para controlar os efeitos colaterais desse tratamento. 
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